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Einführung und Hintergrund
1.1. Prohormonkonvertase 1/3
Die Prohormonkonvertase 1/3 (PC1/3) ist ein Enzym, welches eine wesentliche Rolle bei der
Umwandlung einer Vielzahl von Prohormonen und Neuropeptid-Vorläufern in ihre bioaktive
Form spielt. PC1/3 wird im zentralen Nervensystem, in enteroendokrinen Zellen und im
neuroendokrinen System exprimiert [14]. In den pankreatischen β-Zellen, ist die PC1/3 ein
entscheidender Faktor im Insulin-Prozessieren. In den hypothalamischen Kernen wie beispiels-
weise dem Nucleus paraventricularis ist sie an der Appetit-Kontrolle beteiligt [5].
Die humane PC1/3 gehört zur Familie der Serin-Proteasen, welche durch eine katalytische
Domäne mit struktureller Homologie zum bakteriellen Subtilisin charakterisiert sind. PC1/3
wird durch das aus 14 Exons bestehende PCSK1 -Gen auf dem Chromosom 5 kodiert [6]. Die
Prohormonkonvertasen, die bei Säugetieren bisher charakterisiert wurden, sind Furin, PACE4,
PC1/3, PC2, PC4, PC5/6, PC7/8 [7] und PC9 [8]. Sie haben eine ähnliche modulare Struktur
mit variablem Carboxy-Terminus.
1.1.1. Entstehung und Reifung der Prohormonkonvertase 1/3
PC1/3 wird zunächst als inaktives, 94 kDa großes Pro-Peptid (proPC1/3) synthetisiert und
durch autokatalytische Spaltung und Reifungsprozesse in die aktive PC1/3 umgewandelt. Zu-
erst erfolgt die Abspaltung des NH2-Terminus im endoplasmatischen Retikulum (ER) zur
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87 kDa-Form [9]. Danach wird im trans-Golgi-Kompartment und in den sekretorischen Ve-
sikeln der Carboxy-Terminus entfernt und es entstehen die 74 kDa und die 66 kDa-Form,
was einerseits zu einer höheren enzymatischen Aktivität, andererseits zu einer verminderten
Stabilität führt [10].
1.1.2. Substrate der Prohormonkonvertase 1/3
Die Substrate der PC1/3, wie Pro-Insulin [11], Pro-Glukagon [12,13], Pro-Ghrelin [14], Pro-Agouti-
related protein [15], Pro-Neuropeptid Y [16], Pro-Cholecystokinin [17], Pro-Growth hormone re-
leasing hormone [13,18] und Pro-Opiomelanocortin [19,20] sind vor allem Schlüsselhormone des
Energiemetabolismus und verantwortlich für die Regulation der Akquise, der Absorption und
des Metabolismus von Nährstoﬀen. Es entstehen in der Folge auch Einﬂüsse auf Vorläufer
des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) und auf Kortisol. Außerdem ist bei Mäusen Pro-
Vasopressin als PC1/3-Substrat bekannt [21,22]. Beim Menschen wird aufgrund des bei Neuge-
borenen mit PCSK1 -Deﬁzienz vorkommenden Diabetes insipidus ein Einﬂuss auf Vasopressin
diskutiert [5,21].
1.1.3. Prohormonkonvertase 1/3-Deﬁzienz und Krankheitsbilder
Je nachdem, ob die Mutation im PCSK1 -Gen homozygot bzw. kombiniert-heterozygot oder
heterozygot vorkommt, erfolgt eine unterschiedlich starke Ausprägung der PCSK1 -Insuﬃzienz.
Prohormonkonvertase 1/3-Deﬁzienz bei homozygoten Mutationen
1997 wurde zum ersten Mal über eine Patientin mit humaner PCSK1 -Deﬁzienz berichtet [23].
Seitdem wurden mehrere Fälle von PCSK1 -deﬁzienten Patienten mit homozygoten [2426] bzw.
kombiniert-heterozygoten Mutationen [27,28] bekannt. In den letzten Jahren wurden insbe-
sondere bei Kindern, welche aufgrund frühkindlicher Diarrhoe auﬃelen, PCSK1 -Mutationen
entdeckt [26]. In den Fallberichten wird über ein normales Gewicht und eine normale Größe
bei der Geburt berichtet [2426,28]. Postnatal setzt eine schwere, malabsorptive Diarrhoe ein,
welche sich auch durch Veränderungen der Nahrungszusammensetzung (Restriktion von Koh-
lenhydraten, Aminosäuren, Fetten) nicht maßgeblich bessert [2428]. Endoskopische Biopsien
erbrachten kein einheitliches Ergebnis. Zum Teil zeigte sich das Bild einer entzündlichen En-
teropathie [24,26,28], meist aber kamen unauﬀällige Befunde [2527] zur Darstellung.
Aufgrund der schweren Gedeihstörung ergab sich der Bedarf für eine komplette parenterale Er-
nährung innerhalb der ersten zwei Lebensjahre [2428]. Nach dem zweiten Lebensjahr konnte
trotz persistierender Diarrhoe eine rapide Gewichtszunahme beobachtet werden, welche zu
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einer moderaten bis schweren Adipositas führte. Die Gewichtszunahme wurde auf die Poly-
phagie zurückgeführt [2426].
An weiteren endokrinologischen Auﬀälligkeiten wurden Hyperproinsulinämie, hypogonado-
troper Hypogonadismus, Hypokortisolismus und Hypothyreoidismus [24,26,28] festgestellt. Die
Hyperproinsulinämie kann durch verminderte Spaltung von Pro-Insulin ins aktive Insulin er-
klärt werden. In mehreren Fällen führte die Insulin-ähnliche Wirkung von Pro-Insulin mit
längerer Halbwertszeit zu postprandialen Hypoglykämien [23,26,27].
Es wurde ebenso eine Beeinﬂussung des Serumspiegel von ACTH beschrieben. ACTH entsteht
in der Adenohypophyse durch die von PC1/3 katalysierte Spaltung des Vorläufer-Peptids Pro-
Opiomelanocortin (POMC). Eine PC1/3-Deﬁzienz führte zu niedrig-normalen bis normalen
ACTH-Spiegeln und zu erniedrigtem Kortisollevel [27]. Außerdem wurden erhöhte Werte von
unprozessiertem POMC und ACTH-Vorläufern [23,24,26] beobachtet.
Der hypogonadotrope Hypogonadismus äußerte sich mit verzögerter Pubertätsentwicklung.
Klinisch zeigte sich bei Jungen ein verkleinertes Hodenvolumen und ein Micropenis [26,28].
Durch die Gabe von Testosteron wurde ein therapeutischer Erfolg erzielt. Bei Mädchen konnte
bei verzögerter Pubertätsentwicklung durch Östradiolgabe eine Feminisierung eingeleitet wer-
den [26].
Zusammenfassend führt PCSK1 -Deﬁzienz zu einer Kombination aus chronischer, malabsorpti-
ver Diarrhoe und einer Gedeihstörung in den ersten zwei Lebensjahren. Später in der Kindheit
setzt eine rapide Gewichtszunahme ein, die trotz der persistierenden Diarrhoe zu Adipositas
führt. Es zeigt sich zusätzlich eine selektive Hypophyseninsuﬃzienz bei einem insgesamt mul-
tiendokrinologischen Krankheitsbild.
Heterozygot vorkommende, humane PCSK1-Polymorphismen und ihre Assoziation mit
Übergewicht
Auch heterozygote, haploinsuﬃziente Varianten mit verbreitetem Vorkommen (common non-
synonymous polymorphisms) im PCSK1 -Gen und nur partieller PC1/3-Insuﬃzienz können
einen Risikofaktor für Adipositas darstellen. Multihormonelle Störungen [23,29], wie sie durch
homozygote oder kombiniert-heterozygote Mutationen mit kompletter PC1/3-Deﬁzienz be-
wirkt werden, treten nicht auf. Durch die relativ hohe Prävalenz ergibt sich dennoch eine
Relevanz der heterozygoten, haploinsuﬃzient vorkommenden Varianten. So beträgt die Fre-
quenz für das PCSK1 -Minorallel rs6232 (p.N221D) 0,3−5,0 % in verschiedenen ethnischen Po-
pulationen und für das PCSK1 -Minorallel rs6234/rs6235 (p.Q665E-S690T)) bis zu 34,0 % [30].
Eine Assoziation des Minorallels rs6232 im PCSK1 -Gen mit Adipositas wurde für europäische
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Populationen in einer Metaanalyse [31] sowie für mexikanische Populationen in einer Einzelstu-
die [32] gefunden. Einige Studien bestätigten die Assoziation mit Adipositas nur bei jüngeren
Probanden [33,34], andere Studien konnten keinen Zusammenhang nachweisen [35,36].
Es wurden außerdem Assoziationen zwischen rs6232 und Parametern des metabolischen Syn-
droms gefunden [32,3638].
Die Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (Single nucleotide polymorphisms, SNPs) rs6234/rs6235
kommen gehäuft im linkage desequilibrium1 vor. Für sie wurde ebenfalls in einigen Stu-
dien eine Assoziation zu Adipositas gefunden [31,39], in anderen nicht [3234]. Bezüglich der
Adipositas-relevanten Merkmale wurden eine Assoziation des rs6235-C-Allels mit erhöhtem
Taillenumfang [37,40] und ein erhöhtes Risiko für diastolischen Bluthochdruck [40] festgestellt.
Für beide SNPs rs6232 und rs6234/rs6235 fand sich eine Assoziation mit gestörtem Prozes-
sieren von Pro-Insulin [36].
Einige Studien zeigten eine Interaktion mit dem Geschlecht und eine Assoziation von rs6234/rs6235
mit Adipositas-relevanten Merkmalen nur bei den männlichen Probanden [37,40,41].
Diese Ergebnisse für die heterozygote Ausprägung von PCSK1 -Varianten weisen zusammen-
fassend auf eine nur partielle PC1/3-Insuﬃzienz mit endokrinologischen Auﬀälligkeiten wie
Adipositas und Diabetes bzw. Prädiabetes [29] hin.
Mausmodelle
Das Gen für die murine Prohormonkonvertase liegt auf Chromosom 13 [6]. Es sind verschiedene
Mausmodelle mit deﬁzitärer PC1/3 publiziert, die zu unterschiedlichen Phänotypen führen.
Ein deﬁzitäres PCSK1 -Mausmodell von Zhu et al. [13] wurde durch Deletion des PCSK1 -
Promoters und des ersten Exons verursacht. Die Mutation führte im Gegensatz zu PC1/3-
Deﬁzienz im Menschen nicht zu Adipositas, ﬁel jedoch durch retardiertes Wachstum und eine
Vielzahl an neuroendokrinologischen Abweichungen auf: milde, chronische Diarrhoe mit unför-
migen, ﬂüssigen Stühlen, beeinträchtigtes Pro-Insulin-Prozessieren und Hyperproinsulinämie,
bei dennoch normalen Blutzucker-Spiegeln.
Durch Mbikay et al. wurde ebenfalls ein PCSK1 -Mausmodell beschrieben, welches durch ho-
mologe Rekombination am PCSK1 -Genlokus generiert wurde [42]. Es führte bei Homozygotie
zum Absterben der Embryonen.
Ein drittes Mausmodell konnte mittels Einführung einer Missense-Mutation in PCSK1 an
der Aminosäure-Position 222, nahe der Bindestelle für Kalzium in der katalytischen Domäne,
generiert werden (p.N222D) [43]. Diese Mutation führte zu Adipositas, Hyperphagie, einer
1 linkage desequilibrium = mit überzufälliger Häuﬁgkeit gekoppelte Vererbung
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höheren metabolischen Eﬃzienz und Hyperproinsulinämie. Trotz der daraus entstehenden
kompensatorischen Anforderungen an die β-Zellen entstand kein Diabetes mellitus. Es lag
neben einer Inselzellhypertrophie und einer β-Zell-Expansion eine gestörte Glukosetoleranz
mit dennoch normaler Insulinsensitivität vor [43]. Des Weiteren zeigte das N222D-Mausmodell
eine reduzierte Fruchtbarkeit bei normaler Produktion des growth hormone releasing hormone
(GHRH).
1.1.4. Die untersuchten PCSK1-Varianten
Die Auswahl der untersuchten Varianten ﬁel auf solche, für welche in vorherigen Studien eine
funktionelle Störung gefunden wurde (p.R80Q, p.N221D und p.S307L) und auf Varianten,
welche durch gezielte DNA-Sequenzierung innerhalb der Leipzig Childhood Obesity Cohorte
im Rahmen dieses Forschungsprojekts [44] entdeckt wurden (c.1095+1G>A und p.S24C). Die
Lokalisation der fünf untersuchten Varianten ist in Abb. 1 dargestellt.
Die Variante p.R80Q ist durch eine Aminosäure-Substitution von Arginin zu Glutamin an der
80. Stelle, welche sich in der Prodomäne beﬁndet, gekennzeichnet (rs1799904). Aus dieser
Missense-Mutation resultiert ein Protein mit einem Molekulargewicht von 87 kDa. Die Um-
wandlung in die enzymatisch aktiveren Formen der PC1/3 mit 74 kDa und 66 kDa ﬁndet nicht
statt. Daraus folgt eine Minderung der enzymatischen Aktivität auf 42,0−48,0 % verglichen
mit dem Wildtyp [45]. Die Inzidenz dieser Variante beträgt 3,3 % [45].
Die Variante p.N221D (rs6232) ist in der katalytischen Domäne von PCSK1 lokalisiert [33], in
der Nähe der Bindungsstelle für Kalzium. Damit ist sie direkt benachbart zu der weiter oben
beschriebenen murinen Mutation p.N222D, welche zu Übergewicht führt [43]. Benzinou et al.
fanden eine signiﬁkante Assoziation zwischen rs6232 und dem Risiko für Übergewicht [31]. Die
Reduktion der katalytischen Aktivität verglichen mit dem Wildtyp-Enzym betrug für rs6232
zwischen 10,4 % [31] und 36,0 % [45].
Die Variante p.S307L wurde bei einem Jungen entdeckt, welcher durch die oben beschriebe-
nen, typischen, multiendokrinologischen Charakteristika für PC1/3-Deﬁzienz auﬃel. Er war
homozygot für die Substitution von Serin zu Leucin an der 307. Position. Die Missense-
Mutation p.S307L führte zu reduzierter Pro-Peptid-Abspaltung, reduziertem Prozessieren des
Carboxy-Terminus und verminderter Sekretion im Vergleich mit demWildtyp [24]. Die Analyse
der internen Pro-Peptid-Abspaltung von p.S307L ergab eine schwerwiegende Beeinträchtigung
dieses Aktivierungsschritts [24].
Die Variante p.S24C wurde bei einem 16-jährigen Mädchen mit einem body mass index stan-
dard deviation score (BMI SDS) von 3,25 entdeckt. Der Austausch der Aminosäuren Serin
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zu Cystin an der 24. Stelle ist im Pro-Peptid lokalisiert. Für diese Variante wurden keine
funktionellen Konsequenzen gefunden.
Die Variante c.1095+1G>A wurde bei einem 16-jährigen Mädchen mit einem BMI SDS von
3,45 gefunden. Die Deletion des achten Exons (Position 445-478) besteht in einem Ver-
lust von 33 Aminosäuren in einer Disulﬁd-Brücke (Position 467-494). Strukturelle Deﬁzite
konnten durch die Retention im endoplasmatischen Retikulum (ER) in Immunoﬂuoreszenz-
Untersuchungen und im kompletten Verlust der enzymatischen Funktion belegt werden [44].
 
p.R80Q p.N221D p.S307L c.1095+1G>A p.S24C  
COOH NH
2
 
Abb.1: Lokalisation der untersuchten Varianten im PCSK1 -Gen:
Das Signalpeptid (rot), das Pro-Peptid (blau) und die katalytische Domäne (grün) sind markiert. Die
untersuchten Varianten (drei bereits bekannte und zwei neue heterozygote Varianten) wurden durch
direktes Sequenzieren von PCSK1 detektiert. Die Lokalisationen der untersuchten Varianten sind
näherungsweise durch Pfeile gekennzeichnet. Nach einer Abbildung aus [44].
1.2. Stress im endoplasmatischen Retikulum und Unfolded pro-
tein response
Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein eukaryotisches Zellorganell, welches vor allem
Synthese- und Speicheraufgaben erfüllt. Es ist unter anderem für den ersten Schritt der
Proteinreifung und für das korrekte Falten der Proteine des sekretorischen Signalwegs verant-
wortlich.
Treten während der Proteinfaltung Fehler auf, akkumulieren diese falsch gefalteten Proteine
im ER und führen zu sogenanntem ER-Stress. Die zelluläre Antwort auf ER-Stress wird Un-
folded Protein Response (UPR) genannt. Ziel der UPR ist es, entweder den ER-Stress zu
mindern, um damit den Zelltod zu verhindern, oder in irreversibel geschädigten Zellen den
Zelltod durch Apoptose zu induzieren [46]. Dafür werden verschiedene, untereinander koordi-
nierte Signalwege genutzt. Die Translationsrate wird gesenkt, um die weitere Akkumulation
von Proteinen zu verhindern [47]. Außerdem wird die Faltungskapazität des ERs durch eine
gesteigerte Menge von ER-Chaperonen erhöht. Chaperone sorgen für die korrekte Faltung
von neu synthetisierten Proteinen [48]. Zusätzlich wird der Abbau von fehlgefalteten Proteinen
durch den ER-assoziierten Abbau (ER associated degradation, ERAD) angeregt [49].
Unter homöostatischen Bedingungen führt die Interaktion mit dem ER-Chaperon BIP (bin-
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ding immunoglobulin protein) zur Inaktivierung der drei ER-Stress-Sensoren IRE1 (inositol-
requiring enzyme 1 ), PERK (PKR-like ER kinase) und ATF6 (activating transcription factor
6 ). Bei Akkumulation von un- bzw. fehlgefalteten Proteinen in der Zelle kommt es zu einer
Dissoziation des Komplexes aus BIP und den ER-Stress-Sensoren und somit zur Aktivierung
der UPR-Pfade [50]. Dadurch wird die Information in den Zellkern oder ins Zytoplasma über-
mittelt [51], was letztlich zur Aktivierung von IRE1, ATF6 und PERK führt.
 
Xbp1-
mRNA 
Xbp1s-
mRNA 
eIF2α PeIF2α 
Reduktion der 
allgemeinen 
Protein-
synthese 
Zellkern 
Aktivierung der UPR-Zielgene 
ATF4 ATF6(f) 
ER-Lumen 
(1) IRE1 (3) PERK (2) ATF6 
Xbp1s 
Golgi-
Apparat 
BIP 
Zytoplasma 
Abb.2: Unfolded Protein Response (UPR)
Unter homöostatischen Bedingungen sind die ER-Stress-Sensoren in einem Komplex mit BIP am ER
gebunden. Kommt es zu einer Akkumukation von fehlgefalteten Proteinen, wird die UPR eingeleitet.
Modiﬁziert nach einer Darstellung aus [52].
Zeichnungserklärung:
BIP, gebunden an fehlgefaltete Proteine
BIP, gebunden an die ER-Stress-SensorenIRE1- Monomer
ATF6
PERK-Monomer
Akkumulation fehlgefalteter Proteine
Die Abspaltung von BIP führt zur Homodimerisierung und Aktivierung von IRE1 ((1) in
Abb.2). Die hierbei entstehende Endoribonuklease-Aktivität erzeugt durch alternatives Spli-
cen von Xbp1 (X-box binding protein1 )-mRNA das Produkt Xbp1s [53], einen potenten Ak-
tivator einer Vielzahl von UPR-Zielgenen, welche in die Faltung, Reifung, Qualitätskontrolle
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und den Abbau von Proteinen involviert sind [54,55].
ATF6 ((2) in Abb.2) verlässt nach der Abspaltung von BIP das ER. Im Golgi-Apparat wird
die 90 kDa-Form durch zwei Serin-Proteasen (S1P und S2P) zu einem aktiven Transkriptions-
faktor (50 kDa) gespalten. Dieses lösliche, nukleäre Protein verstärkt die Transkription von
ER-Chaperonen wie BIP sowie die Induktion der ERAD [56].
Nach der Abspaltung von BIP wird PERK ((3) in Abb.2) durch Oligomerisierung und Auto-
phosphorylierung aktiviert [51]. Aktiviertes PERK vermindert die Translation von Proteinen
durch die inaktivierende Phosphorylierung von eIF2α (eukaryontic translation initiation fac-
tor 2α) [51]. Auch die Translation von UPR-Zielgenen wird induziert, mit den Folgen einer
eﬃzienteren Chaperon-Produktion und einer Induktion der ERAD [47,57]. Eines dieser UPR-
Zielgene induziert auch die Expression von CCAAT/enhancer-binding protein homologous pro-
tein (CHOP) [47], einem wichtigen Apoptose-Mediator während des ER-Stress' [58].
Unter physiologischen Umständen ist die UPR ein Mechanismus, durch welchen sich die Zelle
schnell an die Akkumulation von fehlgefalteten Proteinen anpassen kann. Permanenter ER-
Stress und kontinuierlich aktivierte UPR führt jedoch zu Apoptose [52,59,60].
1.3. Ableitung der Rationalen
In genomweiten Assoziations-Studien (GWA-Studien) wurde PCSK1 als Kandidatengen für
Übergewicht entdeckt [31]. Die Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymor-
phisms, SNPs) in den PCSK1 -Varianten können zu einer Fehlfaltung der Proteinstruktur
führen, wodurch eine Akkumulation des Proteins im ER verursacht werden kann. Dies führt
zu ER-Stress und zur Induktion der UPR. Eine vorübergehende Aktivierung der UPR stabili-
siert die zelluläre Homöostase, indem fehlgefaltete Proteine korrigiert oder abgebaut werden,
andauernde UPR führt zur Apoptose der Zellen.
Vor diesem Hintergrund wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Expression von ausge-
wählten PCSK1 -Varianten eine Beeinträchtigung der PC1/3-Reifung und -Sekretion sowie
die Induktion von UPR und Apoptose bewirkt. Dazu sollten folgende Fragen beantwortet
werden:
1. Werden die Reifung bzw. die Sekretion der PC1/3 durch die untersuchten PCSK1 -
Varianten beeinträchtigt?
2. Führen die Genvarianten zu ER-Stress und damit zur UPR?
3. Wird durch die PCSK1 -Varianten Apoptose induziert?
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Functional and clinical relevance of novel and
known PCSK1 variants for childhood obesity and
glucose metabolism
Dennis Löfﬂer 1,2,7, Susanne Behrendt 1,2,7, John W.M. Creemers 3, Jürgen Klammt 1, Gabriela Aust 4,
Juraj Stanik 1,5,6, Wieland Kiess 1, Peter Kovacs 2, Antje Körner 1,2,*
ABSTRACT
Objective: Variants in Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin Type 1 (PCSK1) may be causative for obesity as suggested by monogenic cases and
association studies. Here we assessed the functional relevance in experimental studies and the clinical relevance through detailed metabolic
phenotyping of newly identiﬁed and known PCSK1 variants in children.
Results: In 52 obese children selected for elevated proinsulin levels and/or impaired glucose tolerance, we found eight known variants and two
novel heterozygous variants (c.1095 þ 1G > A and p.S24C) by sequencing the PCSK1 gene. Patients with the new variants presented with
extreme obesity, impaired glucose tolerance, and PCOS. Functionally, c.1095þ 1G> A caused skipping of exon8 translation and a complete loss
of enzymatic activity. The protein was retained within the endoplasmic reticulum (ER) causing ER stress. The p.S24C variant had no functional
effect on protein size, cell trafﬁcking, or enzymatic activity. The known variants rs6230, rs35753085, and rs725522 in the 50 end did not affect
PCSK1 promoter activity.
In clinical association studies in 1673 lean and obese children, we conﬁrmed associations of rs6232 and rs6234 with BMI-SDS and of rs725522
with glucose stimulated insulin secretion and Matsuda index. We did not ﬁnd the new variants in any other subjects.
Conclusions: We identiﬁed and functionally characterized two rare novel PCSK1 variants of which c.1095 þ 1G > A caused complete loss of
protein function. In addition to conﬁrming rs6232 and rs6234 in PCSK1 as polygenic risk variants for childhood obesity, we describe an as-
sociation of rs725522 with insulin metabolism. Our results support the contribution of PCSK1 variants to obesity predisposition in children.
 2016 The Authors. Published by Elsevier GmbH. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
Keywords PCSK1; PC1/3; Obesity; Children; Prohormone convertase 1/3
1. INTRODUCTION
Variants in the proprotein convertase subtilisin kexin type 1 (PCSK1)
gene encoding proprotein convertase 1/3 (PC1/3) contribute to poly-
genic obesity risk as shown by candidate gene approaches [1] and
subsequent genetic association studies [2] as well as genome-wide
association studies (GWAS) for BMI and proinsulin [2e4]. Unlike
some other genes identiﬁed in hypothesis-free, genome-wide asso-
ciation studies, PCSK1 constitutes a reasonable candidate for func-
tional relevance based on its biological function. The PCSK1 gene is
located on chromosome 5q [5] in a region originally showing linkage
with type 2 diabetes [6]. In addition to this, linkage peaks on chro-
mosome 5q have been identiﬁed for obesity [7,8].
PCSK1 is mainly expressed in neuroendocrine tissues [9], where it is
involved in tissue-speciﬁc processing of prohormones and
neuropeptide precursors such as proopiomelanocortin, proinsulin,
proglucagon, and other known key regulators of energy metabolism
[10,11].
Common variants in/near PCSK1 gene have been associated with
obesity risk, body mass index variation, birth weight in association with
body mass index, and proinsulin levels in several populations
[1,2,4,12,13]. The coding variants rs6232, rs6234, and rs6235 have
functional consequences on PCSK1 activity [1,14e16].
Rare mutations in PCSK1 have also been described in individuals with
early onset monogenic obesity. Null mutations in the PCSK1 gene
cause recessive, monogenic, early-onset morbid obesity as a part of a
complex syndrome including hypoadrenalism, hypogonadism, intesti-
nal dysfunction, hyperphagia, altered proinsulin to insulin ratio, post-
prandial hypoglycemia, and diabetes insipidus [11,17e21]. Moreover,
heterozygous nonsense mutation p.R80* was linked in one family with
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dominantly inherited obesity and impaired glucose tolerance, and rare
heterozygous missense PCSK1 variants were found in 0.83% of
extremely obese individuals [22,23].
These genotype-phenotype links in both common and rare variants are
making this gene one of the most relevant players in the etiology of
obesity.
In the present study, we aimed to i) identify new variants, ii) investigate
their clinical relevance with regard to obesity and glucose metabolism,
and iii) assess their functional relevance on secretion, localization,
enzymatic activity, and the ability to induce endoplasmic reticulum (ER)
stress.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Study subjects
Genetic analyses were performed in a cohort of 1673 children and
adolescents of the Leipzig school children cohort [24] and Leipzig
Obesity Childhood cohort as described previously [25].
The body mass index (BMI) was standardized referring to national
reference data [26]. Children with a BMI-standard deviation score
(SDS) 1.88 (¼97th percentile) were classiﬁed obese.
For the case control setting, 684 obese children (322 boys and 362
girls; mean age 11.53  3.36 years; mean BMI-SDS 2.41  0.66)
were compared to 989 lean children (467 boys and 522 girls; mean
age 11.83  2.78 years; mean BMI-SDS 0.14  0.78).
Written consent was obtained from both children >12 years and
parents. The study was approved by the ethics committee of the
University of Leipzig (NTC 02208141).
2.2. Genetic analyses
Sanger sequencing was performed using the Big Dye Terminator
(Applied Biosystems, Foster City, CA) on an automated DNA capillary
sequencer (ABI PRISM 3100 Avant; Applied Biosystem). Sequence
information for all oligonucleotide primers used for variant screening is
available upon request.
Genotypes of rs6230, rs6232, rs6234, and p.S24C in PCSK1 were
determined using pre- or custom-designed Taqman single-nucleotide
polymorphism genotyping assays (ABI) on an ABI Prism 7500 platform.
Call rate was >95%.
PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP) technique was
used for rs6230, rs35753085, rs725522, and c.1095 þ 1G > A with
the speciﬁed restriction enzyme (Supplemental Table 4) and evaluation
of fragment length by electrophoresis.
For the p.S24C variant, the DNA sequence conservation (GERP, and
phyloP100way provided by UCSC Genome Browser (http://genome.
ucsc.edu) [27,28] and pathogenicity was tested using in silico ana-
lyses (SIFT [29], PROVEAN [30] (http://provean.jcvi.org), Muta-
tionAssesor (http://mutationassessor.org) [31], CADD (http://cadd.gs.
washington.edu/score) [32], and SNPs&GO (http://snps.biofold.org)
[33]. Sequence alignment of PCSK1 proteins was done at www.
uniprot.org and by Signal-BLAST at sigpep.services.came.sbg.ac.at/
signalblast.html.
2.3. Enzyme activity assay, immunoﬂuorescence, and immunoblot
Activity studies were performed according to the previously published
protocol [34]. The enzymatic activity was assayed using a ﬂuorogenic
substrate p-Glu-Arg-Thr-Arg-Arg-amino methylcoumarin (Peptides
International Inc., Kentucky, USA) and normalized to the amount of
enzyme determined by immunoblot analysis using Image Station 440
(Eastman Kodak Co., New Haven).
Chinese hamster ovary (CHO) cells transfected and grown on glass
slides were ﬁxed in 4% paraformaldehyde. After washing in PBS,
endogenous peroxidase was quenched with NH4Cl and blocked with
blocking reagent (Roche) and 0.2% triton. Cells were stained with anti-
FlagM2 primary antibody (1:600; SigmaeAldrich) followed by incu-
bation with a donkey anti-rabbit Dy488 secondary antibody (1:200/
Jackson Immuno, Suffolk, UK).
PCSK1 was co-localized with dsRed-ER (Clontech) labeled ER by laser-
scanning microscopy with a plan-neoﬂuar 100/1.3 oil objective (Carl
Zeiss AG, Jena, Germany).
For western blot analysis, cells were lysed (RIPA buffer), samples were
separated by SDS-PAGE, transferred to a nitrocellulose membrane,
and detected by chemiluminescence. All used antibodies are listed in
Supplemental Table 5.
2.4. Statistical analyses
Association analyses were performed with Statistica 7.1 software
(StatSoft, Tulsa, OK). Differences in the genotypes distribution between
cases and controls were tested using an additive model adjusting for
sex, age, and pubertal stage. Associations of polymorphisms with
quantitative obesity-related metabolic traits were assessed by gener-
alized linear regression models.
Homozygotes for the major allele (MM), heterozygotes (Mm) and ho-
mozygotes for the risk allele (mm) were coded to a continuous numeric
variable for genotype (as 0, 1 and 2, respectively) in the additive model.
A dominant model for the risk allele was deﬁned as contrasting gen-
otyping groups MM versus Mm þ mm. Statistical power was calcu-
lated using the Quanto software (USC Biostats, Los Angeles, CA). For
the rs6230, rs35753085, rs725522, rs6232, and rs6234, we had a
statistical power in 12.1%, 13.6%, 10.7%, 56.4%, and 58%,
respectively, to detect the observed effects at a ¼ 0.5 in our cohort
(see ORs in Table 2). To reach the power of 80%, 13005, 10776,
16155, 1727, and 1662 obese individuals with a corresponding
number of controls would be required for the studied variants.
Non-normally distributed parameters were logarithmically transformed
prior to statistical analysis. HardyeWeinberg equilibrium was tested
using c2 test. All p-values are reported without Bonferroni corrections
for multiple testing, which would require p < 0.002 (assuming 6 traits
and 5 genetic variants included in the analyses). Therefore, all asso-
ciations with p-values<0.05 but>0.002 were considered as nominal.
Detailed information about cell culture, transfection, plasmid con-
struction, reporter gene, and apoptosis assay can be ﬁnd in the
Supplemental material.
3. RESULTS
3.1. Identiﬁcation of variants in PCSK1
To identify novel variants in PCSK1 with the utmost probability, we
selected 52 obese children (BMI SDS 3.0  0.7) with high proinsulin
levels >90th centile, impaired glucose tolerance, or high proinsuli-
n:insulin ratio from our Leipzig Obesity Childhood cohort. By
sequencing all 14 exons (NM 000439) with intron/exon boundaries
including 254 bp of the 50 UTR, we identiﬁed eight known and two
novel heterozygous variants. Two variants were located in the 50 UTR,
ﬁve in the coding region, and three in the intronic region (Table 1,
Supplementary Figure 1). The novel variant p.S24C (c.70A < T; in
Figures called S24C) is located within exon1 and predicts a missense
mutation p.S24C within the signal peptide of PC1/3. The novel
c.1095 þ 1G > A variant (in Figures called DEx8) affects the donor
splice site of intron 8.
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3.2. Clinical relevance of identiﬁed variants
To assess potential associations with obesity and metabolic traits, we
genotyped these PCSK1 variants in 989 lean and 684 obese children
(Supplementary Table 1). All genotype distributions were consistent
with HardyeWeinberg equilibrium (p > 0.05). The two novel variants
were not found in any other obese or lean child in our cohort conﬁrming
a survey in large variant databases (1000 genomes Project, NHLBI GO
Exome Sequencing Project (ESP), Exome Aggregation Consortium
(ExAC); all were accessed through the UCSC Genome Browser January
2016).
In the case control design, the minor alleles for rs6232 (p¼ 0.022) and
rs6234 (p ¼ 0.039) were signiﬁcantly more prevalent in the obese
group after adjustment for sex, age and pubertal stage (Table 2),
conferring a higher risk of obesity for rs6232 (OR ¼ 1.39, p ¼ 0.022)
and rs6234 (OR ¼ 1.19, p ¼ 0.039). Consistently, the minor alleles
were nominally modestly associated with higher BMI-SDS (rs6232
p ¼ 0.033, rs6234 p ¼ 0.035; Figure 1AeB). In subsequent gener-
alized linear regression analyses rs6232 and rs6234 contributed
independently to BMI-SDS (Supplementary Table 2). Rs6230,
rs35753085, and rs725522 were not associated with obesity.
Furthermore, we assessed the association of PCSK1 variants with
detailed traits related to glucose (including fasting blood glucose (BG),
BG 120 min post oGTT, area under the curve BG), and insulin meta-
bolism (including fasting plasma insulin, proinsulin, C-peptide, peak
insulin, area under the curve insulin, Matsuda ISI, HOMA, QUICKI,
Belﬁore, and Stumvoll-index). Rs725522 was nominally signiﬁcantly
associated with Matsuda ISI (p ¼ 0.016), AUC Ins-to-AUC BG ratio
(p¼ 0.015), and peak insulin (p¼ 0.004) but not with proinsulin levels
(Figure 1CeF). Furthermore, we found signiﬁcant higher blood glucose
30min after glucose load and a signiﬁcantly elevated ﬁrst phase insulin
response during oral glucose tolerance test (oGTT) in the group of the
risk allele carriers (Figure 1G). In subsequent generalized linear
regression analyses, rs725522 contributed independently from BMI-
SDS and age to insulin secretion (Supplementary Table 3). The other
variants were not associated with insulin traits (data not shown).
3.3. Functional characterization of PCSK1 variants
We ﬁrst focused on the functional characterization of the two novel
variants performing expression-, secretion-, and cellular localization
studies and an enzyme activity assay. We also included the rs725522
variant since no functional investigations have been performed for this
variant. However, we did not re-investigate rs6232 and rs6234 since
similar investigations have already been published [1]. Second, we
performed reporter gene assays to investigate all variants (rs35753085,
rs6230, rs725522, p.S24C) that may affect PCSK1 promotor activity.
Third, we investigated if variants can induce endoplasmic reticulum (ER)
stress. For this, we preselected variants that were already described as
variants with disturbed function (p.N221D [1], p.S307L [11], and
p.R80Q [16] as well as our novel variants. Rs6234 and rs6235 were not
investigated since former studies [1,16] did not suggest an altered
function of these variants.
c.1095 þ 1G > A variant. The occurrence of this variant in only one
patient with morbid obesity, and the molecular localization with base-
pair exchange of the ﬁrst nucleotide of the intron 8 donor splice site
suggested a potential functional relevance affecting splicing
(Figure 2A).
Table 1 e List of variants identiﬁed by sequencing of the PCSK1 coding region and 50 UTR in 52 obese children.
dbSNP SNP position SNP localization Amino-acid change Chromosome 5 position Carrier/Allele frequency
rs6230 c.-101T > C 50 UTR e 95,768,847 13/e
rs35753085 c.-96C > T 50 UTR e 95,768,842 1/e
Novel p.S24C c.70A > T Exon 1 p.S24C 95,768,676 1/e
rs725522 c.180 D 37C > T Intron 1 e 95,768,530 4/0.0188
rs6232 c.661A > G Exon 6 p.N221D 95,751,785 12/0.0398
Novel c.1095 D 1G > A c.1095 D 1G > A Intron 8 Truncation 95,746,477 1/e
rs6233 c.1650C > T Exon 12 p.N550N 95,733,112 24/0.3528
rs271920 c.1722 D 54A > G Intron 12 e 95,732,992 24/0.000009
rs6234 c.1993C > G Exon 14 p.Q665E 95,728,974 34/0.2688
rs6235 c.2069C > G Exon 14 p.S690T 95,728,898 34/0.2653
The novel heterozygous variants are marked in bold. SNP positions refers to the translation initiation site (NM 000439). Chromosome 5 positions are based on GRCh37
(ENSG00000175426). Carrier means the number of patients with the respective mutation in the sequencing cohort (N ¼ 52). Where available, allele frequencies based on ExAC
consortium are given.
Table 2 e Association of PCSK1 genetic variants with obesity.
SNP Controls BMI
SDS <1.28
(N ¼ 989)
Cases BMI
SDS 1.28
(N ¼ 681)
p Value
(adjusted for sex,
age and PH)
OR (95% CI)
rs6230 0.93
TT 69.0% 70.3% 0.349 (0.77; 1.12)
TC 27.3% 27.0%
CC 3.7% 2.7%
MAF 17.4% 16.3%
rs35753085 0.71
CC 98.2% 98.7% 0.289 (0.30; 1.67)
CT 1.8% 1.3%
TT 0.0% 0.0%
MAF 0.9% 0.6%
rs725522 1.16
AA 95.1% 94.0% 0.530 (0.76; 1.79)
AG 4.7% 6.0%
GG 0.2% 0.0%
MAF 2.6% 3.0%
rs6232 1.39
AA 90.9% 87.4% 0.022 (1.00; 1.93)
AG 8.8% 12.2%
GG 0.3% 0.4%
MAF 4.7% 6.5%
rs6234 1.19
CC 57.9% 52.5% 0.039 (1.01; 1.42)
CG 35.7% 39.6%
GG 6.4% 7.9%
MAF 24.3% 27.8%
p Value and odds ratio (OR) with 95% conﬁdence intervals (CI) were calculated under
logistic regression analyses in additive mode of inheritance, adjusted for sex, age, and
PH. MAF e minor allele frequency; PH e pubertal stages on basis of pubic hair
development.
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To verify the alternative splice effect, we constructed mini-genes (gwt,
c.1095 þ 1G > A (gDEx8)) containing the complete introns 7 and 8 of
PCSK1. These mini-gene constructs were compared with cDNA plas-
mids expressing wild-type (WT) cDNA (wtcDNA) and a
c.1095 þ 1G > A (DEx8) cDNA plasmid (c.1095 þ 1G > A cDNA
(DEx8)) (Figure 2A). The c.1095 þ 1G > A (DEx8) coding plasmids
generated mRNA with a molecular weight reduced by 213 bp compared
to the WT constructs (Figure 2B; 2.5 kb versus 2.3 kb) predicted to
result in a 71-amino-acids in-frame deletion (exon 8-skipping) within
the catalytic domain of PC1/3. Cells transfected with the gwt-construct
expressed both PCSK1 mRNA species (2.5 þ 2.3 kb) and an additional
third fragment of about 2.4 kb. We conﬁrmed the identity of the WT and
c.1095 þ 1G > A (DEx8) fragments, and identiﬁed the third amplicon
as a hybrid species generated during PCR reaction.
Figure 1: Association with obesity and metabolic factors. Carriers for rs6232 (A) and rs6234 (B) had higher BMI-SDS compared to wt. Carriers for rs725522 had higher (C)
AUCIns/AUCBG and lower (D) Matsuda Insulin sensitivity indices (ISI) as compared to wt carriers. There were no signiﬁcant differences in (E) proinsulin and (F) peak insulin levels.
(G) Course of blood glucose and (H) insulin levels during oGTT in carriers of rs725522 wt (N ¼ 473) and minor allele (N ¼ 26). Data are given as mean  SEM. AUC, area under the
curve; wt, wild-type.
Brief Communication
298 MOLECULAR METABOLISM 6 (2017) 295e305  2016 The Authors. Published by Elsevier GmbH. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
www.molecularmetabolism.com
14
In concordance with mRNA expression, PC1/3 protein immunoblotting
of cell lysates and supernatants revealed a 7 kDa smaller protein
expressed from mutant cDNA and mini-gene constructs (Figure 2C). In
contrast to the WT proteins, the mutant proteins were not secreted
into the supernatant (Figure 2C). This cellular retention may be due to
impaired cellular trafﬁcking, which we subsequently investigated by
immunoﬂuorescence in transiently transfected CHO cells (Figure 2D).
WT PC1/3 was readily detectable in the ER and in perinuclear vesicles;
detection was lost after incubation with Golgi inhibitors BrefeldinA/
Monensin (B/M) [35] as positive control, leading to accumulation of
PC1/3 within the ER. The mutant protein was exclusively detected
within the ER but not in perinuclear vesicles. Similar results were
obtained in human embryonic kidney (Hek293) cells (data not shown).
Finally, exon 8 deletion (c.1095 þ 1G > A (DEx8)) led to a complete
loss of enzymatic activity of PC1/3 compared to WT protein
(Figure 2E).
Thus, the c.1095þ 1G> A (DEx8) variant leads to a truncated protein
with a complete loss of function and which is retained within the ER.
Figure 2: Functional characterization of the c.1095 D 1G > A mutation. The mutation c.1095 þ 1G > A was named as DEx8. (A) Schematic representation of exon 8
skipping. Hek293 cells were transiently transfected with expression vectors encoding the Flag-tagged PC1/3 variants (wtcDNA; gwt; c.1095 þ 1G > A (DEx8) cDNA;
gc.1095 þ 1G > A (DEx8)). (B) PCR products exons 1 to exon 14 showing different sized amplicons for gwt and c.1095 þ 1G > A (DEx8) variants. EV, empty vector. (C)
Immunoblot with antibodies to the Flag epitope showing protein in the cell lysates but not in the supernatants of c.1095 þ 1G > A (DEx8) variants. (D) Confocal microscopy of CHO
cells transfected with Flag-tagged PC1/3 variants wtcDNA (wild-type) and c.1095 þ 1G > A cDNA (DEx8) as indicated and with dsRedER plasmids shows assembly of PC1/3 in the
ER in wild-type and perinuclear localization (which was inhibited by Brefeldin/Monensin (B/M)) treatment. The c.1095 þ 1G > A (DEx8) variant was detectable in the ER without
assembly in perinuclear vesicles. (E) Enzymatic activity was completely abolished in Hek293 cells expressing the DEx8 variants compared to wildtype protein.
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p.S24C variant. We similarly characterized potential functional con-
sequences of the p.S24C variant on PC1/3 maturation, secretion,
localization, and enzymatic function. The detection in whole cell ly-
sates, release into supernatant, and the subcellular localization in the
ER and perinuclear vesicles was identical to the WT protein
(Figure 3AeC). The enzymatic activity of the p.S24C variant was not
impaired in enzyme assays, providing evidence that enzymatic function
is pertained when transfected into neuro2A (N2A) neuroblastoma
(Figure 3D) or Hek293 cells (data not shown).
In in silico analyses, p.S24C was found tolerated/benign (Muta-
tionAssessor e Low impact, Provean e neutral, score 1.52, SIFT e
tolerated, score 0.056, SNPs&GO: neutral polymorphism CADD: 13.37,
PredictSNP e neutral with 89% accuracy) and not particularly
conserved (phyloP100way: 0.115669, and GERP 0.168). According
to the Uniprot, the ﬁrst 27 amino acids are forming a signal peptide.
Hence, p.S24C does not alter PC1/3 protein maturation and function.
rs725522 variant. To assess whether the nucleotide exchange in
intron 1 may affect mRNA splicing, we again constructed mini-genes
(gintron1wt and gintron1-37), containing the complete cDNA plus
the ﬁrst 218bp and the last 502bp of intron 1. PCR analysis revealed a
product of predicted size for both the WT and variant (Supplementary
Figure 4A) and hence no effect on PCSK1 mRNA splicing or PC1/3
maturation and secretion.
Promoter variants. We designed reporter constructs
including 779bp to þ109bp relative to the transcription start site
(Supplementary Figure 5) to assess whether variants in 50UTR or intron
Figure 3: Functional characterization of the p.S24C mutation. Immunoblot (A þ B) with antibodies to the Flag epitope showing protein in the cell lysates and in the su-
pernatants of wild-type (WT) and mutated variant. After Brefeldin/Monensin (B/M) treatment, proteins were retained in the cell. EV, empty vector. (C) Confocal microscopy of CHO
cells transfected with Flag-tagged PC1/3 variants wtcDNA (wild-type) and p.S24CcDNA (p.S24C) as indicated and with dsRedER plasmids shows equally subcellular assembly of
PC1/3 wt and variants in the ER and perinuclear localization (which was inhibited by Brefeldin/Monensin (B/M) treatment). (D) Enzymatic activity of PC1/3 was retained in p.S24C
variant similar to the wild-type.
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1 affect promoter activity in Hek293 (non-neuroendocrine origin) and
mouse insulinoma cells (bTC3; neuroendocrine origin). We included
the p.S24C variant, for which we did not expect regulatory effects as
an unregulated control. Compared to the WT construct we did not
observe regulatory effects for any of the studied variants (rs35753085,
rs6230, and p.S24C) (Supplementary Figure 5B).
As the presence of introns could elevate mRNA levels [36] by
increasing the synthesis of mRNA, we analyzed the effects of
rs725522 located in intron 1 on PCSK1 expression.
In a second promoter construct containing the exon 1 þ 197bp of
intron 1 (Supplementary Figure 5A), the presence of WT intronic
sequence (fullex1, Supplementary Figure 5A) doubled luciferase ac-
tivity in Hek293 and bTC3 cells compared to the WT construct
(Supplementary Figure 5C). The insertion of the SNP rs725522,
however, did not affect luciferase activity.
Overall, the analyzed variants did not affect promoter activity of PCSK1
in our cell systems.
Effects of PCSK1 variants on ER-stress. The retention of misfolded
proteins in the ER can lead to ER stress and unfolded protein response
(UPR) activation [37,38] and eventually apoptosis [39,40]. We, there-
fore, evaluated whether non-synonymous variants c.1095 þ 1G > A
and p.S24C and common variants p.R80Q (rs1799904), p.S307L and
p.N221D (rs6232) in PCSK1 may lead to ER stress and the three
branches of UPR activation (Inositol-Requiring Enzyme 1 (IRE1), Acti-
vating Transcription Factor 6 (ATF6), and PRKR-Like Endoplasmic
Reticulum Kinase (PERK) [37].
The mutated p.S24C, p.R80Q, and p.N221D were readily detectable in
cell lysates and supernatants, whereas release of c.1095 þ 1G > A
and p.S307L was blocked (Figure 4A).
Brefeldin was employed as positive control for inducing ER stress [41].
To assess the activation of the IRE1 pathway, we analyzed the pro-
cessing of X-Box Binding Protein (XBP) 1 mRNA in an alternatively
spliced variant [42] as described [43]. Expression of c.1095 þ 1G> A
and p.S307L resulted in an alternative XBP1 splicing pattern compa-
rable to that of the Brefeldin control (Figure 4B), whereas the other
variants did not affect XBP1 mRNA splicing. To evaluate activation of
the ATF6 pathway we analyzed BIP (HSPA5) and CHOP (DDIT3) mRNA
expression [42]. We did not detect an activation of the ATF6 pathway in
any investigated variant. Thirdly, we examined the phosphorylation of
the PERK target eIF2a but, again, did not ﬁnd signiﬁcant changes for
the different variants (Figure 4C).
Finally, since persistently activated UPR can cause apoptosis, we
analyzed the apoptosis and did not ﬁnd an increased apoptosis rate
after transfection with any of the variants, whereas camptothecin/
etoposide as positive controls exerted the expected increase.
In summary, c.1095þ 1G> A and p.S307L cause an activation of the
IRE1 pathway in Hek293 cells, indicating ER stress, whereas ATF6 and
PERK pathway as well as apoptosis were not affected by PCSK1
variants.
3.4. Clinical phenotype of patients carrying novel variants
The patient carrying the c.1095 þ 1G > A variant was a 15.4 year
old girl with severe obesity (BMI-SDS 2.95 to 3.25 in sequential
visits), acanthosis nigricans, and signs of hirsutism, hypertension,
and polycystic ovary (PCO) syndrome. Metabolically, she had
impaired glucose tolerance with hyperinsulinemia upon glucose
provocation (Supplementary Figure 2A,C) and elevated proinsulin
levels >4 upper reference limit (between 43.2 and 85.5 pmol/L).
Both parents of the patient were obese (BMIs mother: 35.5 kg/m2,
father: 34.7 kg/m2) but were, unfortunately, not available for further
analysis.
The girl carrying the p.S24C variant had a similar phenotype with
complete metabolic syndrome including severe obesity (BMI-SDS 3.45
to 3.64), acanthosis, hypertension, and PCO syndrome. She also had
impaired fasting glucose and impaired glucose tolerance with delayed
although elevated insulin response in oral glucose tolerance test (oGTT;
Supplementary Figure 2B,D) and elevated basal proinsulin levels
(42.8e71.2 pmol/L).
To assess whether those phenotypes differ signiﬁcantly from “com-
mon obesity,” we matched controls, applying the criteria same sex
(female), completed pubertal development, and similar age (between
14.4 and 18 years), which was fulﬁlled by 73 subjects from our cohort.
Since the patient with p.S24C was also heterozygous for rs725522 and
the patient with c.1095 þ 1G > A did not carry any other variants, we
also tried to match the genotype of the controls which left us with 4
controls for the p.S24C patient and 28 for the c.1095 þ 1G > A
patient. The phenotype of the carriers of novel variants appeared to be
more severe, particularly with respect to insulin secretion and insulin
resistance, compared to matched obese controls (Supplementary
Figure 3).
4. DISCUSSION
In this study, we characterized two novel and 8 known variants that
had been identiﬁed by sequencing of the PCSK1 gene in a subset of
obese patients, which we regarded as prone for PCSK1 mutations. In
functional studies, we conﬁrmed that the c.1095 þ 1G > A (DEx8)
variant caused a complete loss of enzymatic activity of the protein and
cellular retention leading to ER stress. The other novel variant p.S24C
did not have an effect on protein size, secretion, or enzymatic activity.
Neither this nor the known variants rs6230, rs35753085, and
rs725522 located in the 5end of the gene affected PCSK1 promoter
activity. Moreover, we performed detailed clinical studies for associ-
ation with glucose or insulin metabolism, in which we conﬁrmed as-
sociation of rs6232 and rs6234 with obesity and describe a nominal
association for rs725522 with insulin metabolism.
4.1. Novel rare PCSK1 variants
There are several reports of patients with monogenic obesity due to
homozygous or compound heterozygous PCSK1 mutations [11,17e
21,34] and on the heterozygous mutation carriers [22,23]. Some of
the previously reported heterozygous PCSK1 mutations have not co-
segregated with the obesity phenotype in all of the patients [22,23].
Functionally, Our newly identiﬁed c.1095 þ 1G > A variant leads to
abnormal splicing and subsequent skipping of exon 8 in the PCSK1
mRNA. The resulting truncated protein lacks 71 amino acids in the
catalytic domain and, not surprisingly, has a complete loss of
enzymatic function in vitro. In addition, it shows abnormal cellular
localization. This retention of the mutated protein in the ER may be
caused by binding to chaperones [44], as previously reported for
other PC1/3 mutants [34], and lead to the induction of IRE1, an early
ER stress marker. The activation of ER stress by PCSK1 variants,
recently also shown by others [14], may present an additional
impairment of the cells expressing PC1/3. In conclusion, our in vitro
data provide strong evidence for a complete loss of function of the
c.1095 þ 1G > A mutation. Previously described rare heterozygous
PCSK1 mutations were linked to obesity [22] or obesity and impaired
glucose tolerance [23] but were not reported to present any other
phenotypic features described in homozygous mutation carriers [11].
Nevertheless, our proband has some additional clinical features
including PCO syndrome, acanthosis nigricans, and hypertension.
Moreover, her proinsulin levels were 4-fold higher than in similarly
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obese controls; this is potentially caused by some degree of
dysfunction of PC1/3 [34], which plays a major role in processing
proinsulin in PC1/3-null mice [45]. The overall phenotype of these
PC1/3-null mice with growth retardation but not obesity, however
was not comparable with our patient [45]. Similarly, another mouse
model with complete deletion of Pcsk1 was embryonically lethal and
the heterozygous mice also had retarded growth [46]. Interestingly,
however, a mouse model with a single nucleotide variation (N222D)
showed a similar phenotype [47] as the initially reported ﬁrst patient
with hyperphagic severe early onset obesity with PC1/2 deﬁciency
including hyperproinsulinemia [17].
On the other hand, it has been shown that human carriers with het-
erozygous mutations for PC1/3 do not exhibit signiﬁcantly impaired
proinsulin processing [34]. Moreover, because of high total insulin
levels and apparent signs of insulin resistance, major defects in the
insulin secretion seem rather unlikely in our patient. The phenotype of
the c.1095þ 1G> A carrier including obesity, hypertension, impaired
glucose tolerance, and PCO syndrome was found in less than <5% of
obese females aged 16e18 years in our Leipzig childhood obesity
cohort. Nevertheless, the proband carrying p.S24C variant presented a
similar the phenotype, although this variant had no effect on the protein
function in functional and in in silico analyses. The ﬁrst 27 amino acids
Figure 4: Endoplasmic reticulum stress. (A) Inﬂuence of PCSK1 variants on expression/maturation and release of PC1/3 wild-type (WT) and different variants as indicated by
immunoblot analysis (EV ¼ empty vector). (B) UPR activation was assessed via PCR for the IRE1 (XBP1) and ATF (BiP and CHOP) pathway (BFA ¼ BrefeldinA [1 mg/ml]). (C) For
analysis of PERK pathway activation, phosphorylated (PeIF2a) and unphosphorylated eIF2a was analyzed by western blotting. (D) Apoptosis was assessed by FACS identiﬁcation of
Annexin-V/Propidium Iodide stained cells. Results were normalized to the apoptosis rate of the wild-type transfected cells (C/E ¼ camptothecin [2 mM]/etoposide [85 mM]).
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of the protein are forming a signal peptide, and hence the mutation
may affect cell trafﬁcking. As we showed that the intracellular locali-
zation of the p.S24C protein is normal even in homozygous experi-
mentally mutated protein (release into supernatants, ER and Golgi
localization, and, ﬁnally, enzymatic function), the mutation does
apparently not affect protein function, particularly in the heterozygous
state.
One major limitation of our study is that DNA or a more detailed
metabolic phenotype of the parents was not available to verify the co-
segregation of the novel variant with obesity in the family. As both
parents were obese, the prevalence and the phenotype of the obesity in
the affected family may be inﬂuenced by an obesogenic environment,
as was the case in the p.R80* family [23]. We have not found any other
patient with the c.1095 þ 1G > A variant in our sample nor is there
any case report in the literature that would corroborate our ﬁndings.
Hence, we cannot speculate whether the phenotype of our patient is
affected by the heterozygous variant, which would have deleterious
effects, however, in the homozygous state.
4.2. Known common PCSK1 variants and their contribution to
childhood onset polygenic obesity
PCSK1 variants contribute also to the polygenic type of obesity
[2,3]. Children present earlier stages of the disease and are less
biased by co-morbidities. Hence, studies in children may allow a
better discrimination between primary and secondary associations.
In fact, recent reports indicated that the common variants in PCSK1
have a stronger effect on the obesity phenotype in children than in
adults [2].
We conﬁrmed the reported association of the common variants rs6232
and rs6234 with obesity and BMI-SDS in our cohort [1] but not the
associations of these variants with proinsulin conversion and glucose
homeostasis [48]. Our ﬁndings that both variants are only mild pre-
dictors for BMI-SDS or weight suggest that they are not major con-
tributors to common obesity, which is in line with previous ﬁndings
[49,50]. Interestingly, we found that the PCSK1 rs725522 minor
allele was signiﬁcantly associated with parameters of insulin resis-
tance (Matsuda ISI, peak insulin, AUCIns/AUCBG). These results sug-
gest declined insulin sensitivity in the carriers. Albeit we did not ﬁnd a
signiﬁcant association with proinsulin, the insulin levels were signiﬁ-
cantly higher after 15 and 30min of oGTT in the obese carrier group
compared to non-carriers. This may reﬂect a difference in kinetics of
insulin secretion in carriers and non-carriers at least under the con-
ditions of a glucose load. Associations of obesity risk variants in PCSK1
with insulin sensitivity have so far only been described for the PCSK1
variants rs6232 [48] and rs3811951 [51].
Additionally, we investigated the potential functional relevance of the
promoter variants. rs6230 and rs35753085 did not have signiﬁcant
effects on PCSK1 promoter activity in our cell systems. This is in line
with results that cAMP-responsive elements [52] and thyroid hormone
response element binding sites [53] were not affected by the inves-
tigated SNPs. The insertion of an intronic sequence per se into the
reporter constructs increased the promoter activity. This enhancing
effect of intronic sequences on transcription efﬁciencies is well
documented in plants [36] and mammals [54]. Enhancement is
perhaps mediated by the predicted binding sites for SP1, AP2a, or
TCF-4E. The putative AP2a binding site is lost after insertion of
rs725522, and recent publications indicated suppressive effects by
AP2a on gene expression [55]. This may explain the slightly but not
signiﬁcantly increased promoter activity by rs725522 in Hek293 cells.
We did not see evidence for effects of rs725522 on PCSK1 mRNA
splicing and protein maturation.
There are several limitations of our study on common variants. First, a
subset of variants was genotyped using RFLP experiments. This
method may be prone to be subjective in the evaluation of PCR
products and thereby prone to methodological bias. However, we
objected to using pre-designed TaqMan assays due to poor discrimi-
nation quality. In addition, we conﬁrmed suspicious samples by Sanger
sequencing. Another limitation is that our sample size is small (<60%
statistical power) regarding all of the analyzed common variants. We
also report nominal p-values and Bonferroni correction would likely
weaken some associations of common variants (including in
rs725522). Nevertheless, the associations between rs6232 and
rs6234 and obesity conﬁrm recent ﬁndings.
Overall, our and previous publications coherently report an association
of variants in PCSK1 with early onset obesity along a continuum on the
severity of phenotype. The continuum ranges from extreme hyperphagic
obesity with additional neuroendocrine defects in compound hetero-
zygous individuals [17,20] to dominant monogenic form of obesity in
patients with heterozygous loss-of-function mutations [23] or oligo-
genic forms of obesity lacking severe additional phenotypes in patients
with partial PCSK1 deﬁciency [22] to common variants reliably asso-
ciated with obesity and elevated proinsulin [2], although not to the extent
as described in monogenic forms of PCSK1 deﬁciency.
Our ﬁndings of the novel heterozygous loss of function PCSK1 variant
c.1095 þ 1G > A in a proband with severe early onset obesity, PCO
syndrome, hypertension, and increased proinsulin levels, and associ-
ations of PCSK1 SNPs rs6232 and rs6234 with BMI-SDS and rs725522
with insulin resistance in a large pediatric cohort, support the role of
PCSK1 variants contributing to obesity in children.
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In genomweiten Assoziations-Studien wurde PCSK1 als Kandidatengen für Übergewicht ent-
deckt [31]. Für bestimmte, häuﬁg vorkommende Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (SNPs) im
Gen PCSK1 wurde ein Zusammenhang mit Merkmalen des metabolischen Syndroms (Über-
gewicht, gestörte Glukosetoleranz) gefunden [31].
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PCSK1 kodiert für die Prohormonkonvertase 1/3 (PC1/3), ein Enzym welches für die Aktivie-
rung von Prohormonen nötig ist. PC1/3 ist zum Beispiel an der Prozessierung von Proinsulin
zu Insulin beteiligt und wird in neuroendokrinen Zellen wie den pankreatischen β-Zellen ex-
primiert.
Im Rahmen dieses Forschungsprojekts wurden durch Genomsequenzierung bei 52 überge-
wichtigen Kindern aus der zuvor beschriebenen Leipzig Obesity Childhood Cohorte zwei neue
heterozygote Varianten im PCSK1 -Gen identiﬁziert: c.1095+1G>A und p.S24C [44].
Für die hier durchgeführten Untersuchungen wurden zusätzlich folgende Varianten gewählt,
bei denen bereits in vorherigen Studien eine gestörte Enzymfunktion nachgewiesen wurde:
p.N221D [31], p.S307L [24] und p.R80Q [45].
Es sollten in vitro-Erkenntnisse gewonnen werden, ob diese Varianten Einﬂuss auf die PC1/3
-Biosynthese und sekretion haben. Anschließend sollte untersucht werden, ob sie Stress im
endoplasmatischen Retikulum (ER-Stress) und somit die unfolded protein response (UPR)
hervorrufen und ob konsekutiv durch sie Apoptose induziert wird.
Die neu identiﬁzierte Variante c.1095+1G>A führte auf funktioneller Ebene zu einer um
213 bp verkürzten mRNA im Vergleich zum Wildtyp (WT) -Konstrukt. Die daraus folgende
Deletion des achten Exons, welches sich in der katalytischen Domäne beﬁndet, führt zu einem
um 7 kDa kleineren Protein und zu einem kompletten Verlust der enzymatischen Funktion in
vitro. Im Gegensatz zum WT-Protein wurden die mutierten Proteine nicht in den Überstand
sezerniert. Untersuchungen zur subzellulären Lokalisation des PC1/3-Proteins [44] zeigten eine
Akkumulation im ER. Diese führte zur Induktion des IRE1-Signalwegs, einem Marker für
ER-Stress/UPR. Diese Ergebnisse sind ähnlich zu den Resultaten einer Studie von Blanco et
al. [61], worin im ER akkumulierende PCSK1 -Varianten ebenso über den IRE1-Signalweg zur
Aktivierung der UPR führten.
Trotz des ähnlichen Phänotyps (extreme Adipositas, gestörte Glukose-Homöostase, hohe Pro-
Insulinspiegel) der Probandinnen mit den Mutationen c.1095+1G>A und p.S24C, zeigte sich
für die p.S24C-Variante kein Eﬀekt in funktionellen Analysen. Durch die Lokalisation im Si-
gnalpeptid lag die Möglichkeit einer Beeinträchtigung im zellulären Transport zunächst nahe.
Dennoch wurden für p.S24C in vitro eine unbeeinträchtigte Sekretion und eine normale sub-
zelluläre Lokalisation (ER und Golgi-Apparat) sowie eine normale Enzymfunktion nachgewie-
sen [44].
Die anderen untersuchten Varianten p.N221D, p.R80Q und p.S307L führten nicht zu einem
Unterschied bezüglich der Detektion im Zelllysat und nur für p.S307L wurde eine vermin-
derte Sekretion gefunden. Eine Induktion von ER-Stress wurde für p.S307L über den IRE1-
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Signalweg nachgewiesen.
Für p.N221D und p.R80Q wurden keine funktionellen Einﬂüsse auf die Biosynthese und Sekre-
tion in vitro gefunden. Eine Bestätigung der Vermutung, dass die in GWA-Studien gefundene
Korrelation der Variante p.N221D mit Übergewicht ein Hinweis auf funktionelle Einschrän-
kungen in Bezug auf den zellulären Transport, die PC1/3-Sekretion sowie für die Induktion
von ER-Stress sein könnte, fand sich in den hier durchgeführten Untersuchungen somit nicht.
Insbesondere dafür, dass p.N221D zu einer gestörten Funktion führt und auf diese Weise eine
Verbindung zur häuﬁgen Übergewichts-Komorbidität Diabetes mellitus darstellen könnte, er-
gab sich in vitro kein Hinweis. Die Variante p.N221D war ebenso gut in den Zelllysaten
detektierbar wie in den Überständen. Auch in den funktionellen Untersuchungen zu ER-
Stress ergab sich kein Unterschied im Vergleich zum WT. Diese Ergebnisse bezüglich der
unbeeinträchtigten Proteinbiosynthese und -sekretion entsprechen denen einer Untersuchung
von Benzinou et al. [31], widersprechen allerdings einer Studie von Pickett et al., in welcher die
p.N221D-Sekretion in vitro vermindert war [45].
In den hier durchgeführten Untersuchungen wurde für p.S307L eine normale Reifung aber eine
Minderung der Sekretion gefunden. Außerdem konnte die Aktivierung des IRE1-Signalwegs,
eines Armes der UPR, nachgewiesen werden, was bedeutet, das ER-Stress induziert wird.
In vorherigen Analysen wurde für p.S307L der komplette Verlust der speziﬁschen Aktivi-
tät in vitro gezeigt [24]. In der Fallstudie über den 6-jährigen homozygoten Träger [24] zeigte
sich ein dazu passendes, multiendokrinologisches Krankheitsbild mit Zeichen einer PCSK1 -
Insuﬃzienz: wässrige Diarrhoe, frühkindliche schwergradige Adipositas sowie Polydipsie und
Polyurie.
Bisher wurden für Träger von heterozygoten PCSK1 -Mutationen keine anderen phänotypi-
schen Merkmale außer Adipositas und gestörte Glukosetoleranz publiziert [29,62].
Sowohl bei beiden neu entdeckten Varianten als auch bei der in die Analysen einbezogenen,
homozygot aufgetretenen Variante p.S307L war der klinische Phänotyp von endokrinologi-
schen Auﬀälligkeiten geprägt. Dennoch bewirkten in der hier durchgeführten Analyse nur
c.1095+1G>A und p.S307L eine Einschränkung der PC1/3-Sekretion sowie die Induktion des
ER-Stress-Signalwegs IRE1. Der komplette Verlust der speziﬁschen Aktivität in vitro konnte
nur für c.1095+1G>A und p.S307L [24] nachgewiesen werden. Die Variante p.S24C hatte kei-
nen Eﬀekt auf Reifung, Sekretion oder ER-Stress-Induktion im Vergleich zum WT.
Es stellt sich die Frage, warum bei klinisch ähnlichem Phänotyp und jeweils heterozygotem
Auftreten der neuen PCSK1 -Varianten c.1095+1G>A und p.S24C nur die erstgenannte in
vitro funktionelle Auswirkungen hat.
25
Eine Möglichkeit ist, dass den klinischen Merkmalen ein anderer Pathomechanismus in Bezug
auf die PC1/3 zu Grunde liegt, welcher hier nicht analysiert wurde. Es wäre zum Beispiel ein
weiterer Wirkmechanismus über obesogenes Nahrungsverhalten denkbar, beeinﬂusst durch die
PC1/3-Substrate Neuropeptid Y, Agouti-Related-Protein oder Ghrelin [14,15,63]. Wünschens-
wert zur genaueren Analyse der Auswirkungen der PCSK1 -Varianten wäre die Durchführung
der Untersuchungen in einer neuro-endokrinen Zelllinie. Eine andere Möglichkeit wäre, dass
der komplette Funktionsverlust in vitro von c.1095+1G>A, in vivo durch das zweite Allel
bzw. durch andere Prohormonkonvertasen (z.B. PC2) teilweise kompensiert werden kann.
Diese These wird dadurch untermauert, dass beide Eltern des homozygoten p.S307L-Trägers
heterozygot für diese Variante mit komplettem Funktionsverlust in vitro waren, jedoch keine
endokrinologischen Auﬀälligkeiten aufwiesen [24]. Somit könnten die klinischen Merkmale bei
den hier untersuchten Probandinnen auch lediglich Komorbiditäten der Adipositas und nicht
auf PC1/3-Insuﬃzienz zurückzuführen sein. Zu den Limitationen der hier durchgeführten
Studie gehört, dass eine weitere Untersuchung der Eltern der Probandinnen nicht möglich war
und damit der Geno- und Phänotyp der Eltern nicht zur Verfügung standen.
In Zusammenschau dieser Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass die Mutationen
c.1095+1G>A und p.S307L in PCSK1 zu eingeschränktem zellulärem Transport, zur Reten-
tion der PC1/3-Proteine im ER und konsekutiv zu einer verminderten Sekretion führen. Diese
Behinderung im Zelltransport bedingt konsekutiv ER-Stress und die Induktion der UPR. Die
Induktion von Apoptose konnte im hier verwendeten experimentellen Setting für keine der
untersuchten Varianten nachgewiesen werden.
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A.1. Supplemental Information
Supplemental figure 1. Structure of PCSK1 and localisation of investigated 
variants 
PCSK1 exhibits 14 exons (lower part) coding for 753 amino acids. The signal peptide 
(red), pro-peptide (blue) and catalytic domain (green) are indicated. Eight known 
genetic variants and 2 novel heterozygous variants were identified by direct 
sequencing of the PCSK1. The approximate localisation of the investigated variants 
is marked by arrows. 
 
 
 
 
 
 
Supplemental ﬁgure 1. Structure of PCSK1 and localisation of investigated variants.
PCSK1 exhibits 14 exons (lower part) coding for 753 amino acids. The signal peptide (red), pro-
peptide (blue) and catalytic domain (green) are indicated. Eight known genetic variants and 2 novel
heterozygous variants were identiﬁed by direct sequencing of the PCSK1. The approximate localisation
of the investigated variants is marked by arrows.
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Supplemental figure 2. OGTTs of carriers with novel PCSK1 variants 
Blood glucose (A, B) and insulin (C, D) levels during an oral glucose tolerance test at 
three different occasions approximately one year apart are presented for the patient 
carrying the c.1095+1G>A (∆Ex8; A, C) and the p.S24C (B, D) variants. 
 
Supplemental ﬁgure 2. OGTTs of carriers with novel PCSK1 variants.
Blood glucose (A, B) and insulin (C, D) levels during an oral glucose tolerance test at three diﬀerent
occasions approximately one year apart are presented for the patient carrying the c.1095+1G>A
(∆Ex8; A, C) and the p.S24C (B, D) variants.
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Supplemental figure 3. Phenotypes of carriers with novel mutations 
Carriers of the c.1095+1G>A (∆Ex8) and p.S24C (S24C)variant were compared to 
obese controls for anthropometric parameters (A-C), circulating preforms of insulin 
(D-E), blood glucose parameters (G-K) and insulin parameters (L-O) at the fasting 
state or derived from an oGTT respectively. 
Patients with mutations are represented as single squares and matched controls 
(n=73), matched for sex, pubertal state and age) are shown as boxplots with median, 
interquartile range and range with outliers represented as circles and extreme values 
as asterics. 
Supplemental ﬁgure 3. Phenotypes of carriers with novel mutations.
Carriers of the c.1095+1G>A (∆Ex8) and p.S24C (S24C) variant were compared to obese controls for
anthropometric parameters (A−C), circulating preforms of insulin (D−E), blood glucose parameters
(G−K) and insulin parameters (L−O) at the fasting state or derived from an oGTT respectively.
Patients with mutations are represented as single squares and matched controls (n=73), matched for
sex, pubertal state and age) are shown as boxplots with median, interquartile range and range with
outliers represented as circles and extreme values as asterics.
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Supplemental figure 4. Functional characterisation of rs725522 
Hek293 cells were transiently transfected with expression vectors encoding the Flag-
tagged PC1/3 variants (wtcDNA; intron1wt; intron1SNP). 48h after transfection 
culture medium was replaced by serum free medium and supernatants were 
harvested at the points of time indicated. Cell lysates were prepared and RNA was 
extracted and reverse transcription was performed. Were indicated cells were treated 
with Brefeldin/Monensin (B/M) for 2h, 48h post transfection.  
(A) cDNA was amplified by PCR with primers designed to amplify sequence from 
exon 1 to exon 4. PCR products were analysed via gel electrophoresis. Equal 
amounts of protein (B) and supernatants (C) were subjected to immunoblot analysis 
with antibodies to the Flag epitope or AKT as loading control. Protein size, and 
secretion into supernatant were similar between mutant and WT. 
wt, wild type; NTC, non-template control 
 
 
Supplemental ﬁgure 4. Functional characterisation of rs725522.
Hek293 cells were transiently transfected with expression vectors encoding the Flagtagged PC1/3
variants (wtcDNA; intron1wt; intron1SNP). 48 h after transfection culture medium was replaced by
serum free medium and supernatants were harvested at the points of time indicated. Cell lysates were
prepared and RNA was extracted and reverse transcription was performed. Were indicated cells were
treated with Brefeldin/Monensin (B/M) for 2 h, 48 h post transfection. (A) cDNA was ampliﬁed
by PCR with primers designed to amplify sequence from exon 1 to exon 4. PCR products were
analysed via gel electrophoresis. Equal amounts of protein (B) and supernatants (C) were subjected
to immunoblot analysis with antibodies to the Flag epitope or AKT as loading control. Protein size,
and secretion into supernatant were similar between mutant and WT.
(wt, wild type; NTC, non-template control)
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Supplemental figure 5. Promoter analysis 
(A) Schematic representation of the PCSK1 promoter luciferase constructs. 
Approximate localisation of the introduced variants is marked by arrows. Luciferase 
reporter assays were performed in Hek293 and ßTC3 cells. (B) Cells were transiently 
transfected with wild type (wt) PCSK1 promoter luciferase construct or luciferase 
constructs with introduced variants as indicated and a renilla expression vector.  
(C) Cells were transiently transfected with wild type (wt) PCSK1 promoter luciferase 
construct or luciferase constructs with the added intron1 sequence (partex1) and the 
introduced SNP (rs725522) or constructs with the added intron1 sequence and the 
complete exon1 (fullex1) and the introduced SNP (ex1/rs725522) as indicated and a 
renilla expression vector. 48 h after transfection, luciferase activitiy was determined in 
the cell lysates and normalized to renilla activities to account for transfection 
efficiency. Values are expressed as fold inductions relative to wild type sample. All 
values represent the means of at least three independent experiments ±standard 
deviation. 
 
 
 
 
Supplemental ﬁgure 5. Promoter analysis.
(A) Schematic representation of the PCSK1 promoter luciferase constructs. Approximate localisation
of the introduced variants is marked by arrows. Luciferase reporter assays were performed in Hek293
and βTC3 cells. (B) Cells were transiently transfected with wild type (wt) PCSK1 promoter luciferase
construct or luciferase constructs with introduced variants as indicated and a renilla expression vector.
(C) Cells were transiently transfected with wild type (wt) PCSK1 promoter luciferase construct or
luciferase constructs with the added intron1 sequence (partex1) and the introduced SNP (rs725522) or
constructs with the added intron1 sequence and the complete exon1 (fullex1) and the introduced SNP
(ex1/rs725522) as indicated and a renilla expression vector. 48 h after transfection, luciferase activitiy
was determined in the cell lysates and normalized to renilla activities to account for transfection
eﬃciency. Values are expressed as fold inductions relative to wild type sample. All values represent
the means of at least three independent experiments ±standard deviation.
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Supplemental table 1. Anthropometric characterisation of lean and obese
children.
Lean (n=989) SD Obese (n=684) SD P
male / female 467 / 522 322 / 362 nsa
Age (y) 11.83 ± 2.78 11.53 ± 3.36 0.04
(7.53−18.84) (2.07−19.0)
Pubertal stage (PH) 2.61 ± 1.80 2.76 ± 1.82 ns
(1−6) (1−6)
BMI (kg/m2) 18.00 ± 2.43 28.51 ± 6.35 < 0.0001
(12.88−24.88) (18.99−89.4)
BMI-SDS −0.14 ± 0.78 2.41 ± 0.66 < 0.0001
(−3.06−1.27) (1.28−4.9)
Height-SDS 0.06 ± 0.99 0.71 ± 1.14 < 0.0001
(−3.32−3.45) (−3.14−3.9)
Waist (cm) 64.37 ± 7.36 86.6 ± 14.59 < 0.0001
(48.0−89.0) (55.0−145.0)
Hip (cm) 80.66 ± 10.64 99.36 ± 15.63 < 0.0001
(57.0−107.0) (60.5−146.0)
WHR 0.8 ± 0.05 0.87 ± 0.08 < 0.0001
(0.66−1.13) (0.64−1.4)
Skinfold (mm) 10.28 ± 3.61 19.17 ± 6.08 < 0.0001
(3.40−27.30) (6.0−36.3)
Data are given as mean ± SD. Statistical signiﬁcance was determined by Student′s t-test. For sexa
statistical signiﬁcance was determined by Chi-square test. The skinfold of triceps is given exemplarily.
SD - standard deviation; WHR - waist to hip ratio.
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Supplemental table 2. Generalized linear regression analyses for independent asso-
ciations of rs6232 and rs6234.
Step Parameter β ± SEM B ± SEM P
dependent variable: BMI-SDS (R2 = 0.07, P< 0.0001)
constant: sex, age, PH, rs6232 add
1 PH 0.50 ± 0.05 0.40± 0.04 < 0.001
2 age (y) −0.49 ± 0.05 −0.23± 0.02 < 0.001
3 rs6232 add 0.06 ± 0.03 0.28± 0.11 0.012
4 sex −0.03 ± 0.03 −0.05± 0.04 0.150
dependent variable: BMI-SDS (R2 = 0.07, P< 0.0001)
constant: sex, age, PH, rs6234 add
1 PH 0.50 ± 0.05 0.40± 0.04 < 0.001
2 age (y) −0.49 ± 0.05 −0.23± 0.02 < 0.001
3 rs6234 add 0.06 ± 0.03 0.14± 0.06 0.013
4 sex −0.03 ± 0.03 −0.04± 0.04 0.256
Dependent and constant variables are given for the individual models. Analyses were performed in additive
mode of inheritance for rs6232 and rs6234.
Supplemental table 3. Generalized linear regression analyses for independent associations
of rs725522.
Step Parameter β ± SEM B ± SEM P
dependent variable: log peak insuli (R2 = 0.15, P< 0.0001)
constant: sex, age, PH, BMI-SDS, rs725522 add
1 PH −0.04± 0.08 −0.01± 0.01 0.569
2 age (y) 0.31± 0.08 0.02± 0.01 < 0.001
3 BMI-SDS 0.30± 0.04 0.08± 0.01 < 0.001
4 rs725522 add 0.12± 0.04 0.15± 0.05 0.003
5 sex 0.04± 0.04 0.01± 0.01 0.394
dependent variable: log AUC ratio (R2 = 0.15, P< 0.0001)
constant: sex, age, PH, BMISDS, rs725522 add
1 PH −0.04 ± 0.08 −0.01± 0.01 0.654
2 age (y) 0.33 ± 0.08 0.02± 0.01 < 0.001
3 BMI-SDS 0.28 ± 0.04 0.07± 0.01 0.006
4 rs725522 add 0.11 ± 0.04 0.12± 0.05 0.009
5 sex 0.07 ± 0.04 0.02± 0.01 0.119
dependent variable: log AUC insulin (R2 = 0.17, P< 0.0001)
constant: sex, age, PH, BMISDS, rs725522 add
1 PH −0.04 ± 0.08 −0.01± 0.01 0.592
2 age (y) 0.34 ± 0.08 0.03± 0.01 < 0.001
3 BMI-SDS 0.33 ± 0.04 0.08± 0.01 < 0.001
4 rs725522 add 0.11 ± 0.04 0.14± 0.05 0.005
5 sex 0.06 ± 0.04 0.02± 0.01 0.175
dependent variable: llog Matsuda ISI (R2 = 0.26, P< 0.0001)
constant: sex, age, PH, BMISDS, rs725522 add
1 PH −0.01 ± 0.07 −0.01± 0.01 0.854
2 age (y) −0.38 ± 0.07 −0.03± 0.01 < 0.001
3 BMI-SDS −0.38 ± 0.04 −0.09± 0.01 < 0.001
4 rs725522 add −0.10 ± 0.04 −0.12± 0.05 0.011
5 sex −0.05 ± 0.04 −0.01± 0.01 0.239
Dependent variables and constants are given for the individual models. Analyses were performed in additive mode
of inheritance.
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Supplemental table 4. List of used primers and restriction enzymes. The capital letter indicates
nucleotides changed by mutagenesis.
PCR primer
Gene forward primer reverse primer product size (bp)
PCSK1 tctggcttttctcctatcttgc gaagaagcatgaatatttcc 2375
GAPDH tcgcagccccagcgtcaaag gcaggggggagccaaaaggg 566
CHOP ctggaagcctggtatgagga cagggtcaagagtggtgaagat 121
XBP1(s) ttacgagagaaaactcatggc gggtccaagttgtccagaatgc 289 (unspliced)
263 (spliced)
BIP ctcgaattccaaagattcagcaact ccacagtttcaataccaagtg 192
PCR primer and restriction enzymes for RFLP analysis
dbSNP restriction enzyme
rs6230 acgtgtaaacactcatttcc gatctccgctgcccattc Xbal
rs725522 aagaccgcgctccagtc tctggcttttctcctatcttg Ddel
∆Ex8 tgtctctgagaatttcacac acatcaagcttaagcgaatc Ndel
rs35753085 acgtgtaaacactcatttcc gatctccgctgcccattc Hyp188I
Mutagenesis primer
variant forward primer reverse primer
rs1799904 ccaccccagaaggtctcAaaggagtgcctttcatatc gatatgaaaggcactccttTgagaccttctggggtgg
(p.R80Q)
rs6232 gaaattgccatgcaagcaGataatcacaaatgcgggg ccccgcatttgtgattatCtgcttgcatggcaatttc
(p.N221D)
p.S307L ccatcttcgtctgggcttTgggaaacggggggcgtca tgacgccccccgtttcccAaagcccagacgaagatgg
rs725522 gaaactttctggggccCcaggggactggc gccagtcccctgGggccccagaaagtttc
p.S24C gcttggtgtgcactgaacTgtgcaaaagcgaaaaggcaa ttgccttttcgcttttgcacAgttcagtgcacaccaagc
Expression vector
mini-gene aagaatgctggatggcattg ttgcttccagggccagag
Reporter gene vector
partex1 aactcgagggtggcttgaatggttaaa aaaagcttctgcccattcattgacaaa
fullex1 atgaagcttaggagctgggctatgacctt cgcccagcctaaacagtaaa
Supplemental table 5. List used of antibodies.
Antibodies
Name Company Molecular weight
rabbit FLAG(M2) antibody Sigma Aldrich® 76 kDa
mouse β-Actin antibody Sigma Aldrich® 42 kDa
mouse phospho-eIF2α (Ser51) antibody Cell Signaling 38 kDa
mouse eIF2α antibody Cell Signaling 38 kDa
mouse AKT antibody Cell Signaling
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Supplemental Material and Methods
Construction of mutated PCSK1 plasmids and transfection
All cells were maintained in DMEM F12 medium (Invitrogen Life Technologies) containing
10 % fetal calf serum (PAA, Linz, Austria).
Human embryonic kidney cells (Hek293), neuroblastoma cells (N2A), mouse insulinoma cells
(βTC3), mouse pituitary corticotroph cells (ATT20) and chinese hamster ovary cells (CHO)
were transfected with Lipofectamin 2000 (Invitrogen, Karlsruhe, Germany).
Promoter plasmids: The human PCSK1 promoter encompassing the region −779 to +109 bp
relative to the transcription start site was ampliﬁed via PCR from genomic DNA and sub-
cloned into the pGL3 basic vector (Promega). The−101 T>C (rs6230), −96 G>A (rs35753085),
+71 A>T (p.S24C) variants were introduced by mutagenesis. For reporter studies of rs725522,
a promoter construct containing the complete exon 1 to +197 bp of intron 1 was generated.
PC1/3 expression plasmids: The wild type Flag-epitop-tagged PC1/3 expression plasmid (wt-
cDNA) [27] contains the whole PC1/3 cDNA in a pcDNA3 backbone (Invitrogen) including a
Flag epitop tag between propeptide and catalytic domain. P.S24C mutation was introduced
by mutagenesis (QuickChange site-directed mutagenesis kit Stratagene, La Jolla, California,
USA). Splice site variant c.1095+1G>AcDNA (∆Ex8) expression plasmid was generated by
cloning exon 8 deleted cDNA from the proband into the wild type PC1/3 expression plasmid.
Additionally, c.1095+1G>A and wt PCSK1 mini-genes were constructed using a 4263 bp
genomic fragment of PCSK1 spanning Exon 7-Exon 9, which was ampliﬁed by PCR.
For expression studies of the G>A (rs725522) polymorphism located in intron1 (bp+46), a
mini-gene (gintron1wt) was constructed by cloning the ﬁrst 218 bp and the last 502 bp of in-
tron1 into wtcDNA. Rs725522 was introduced by mutagenesis resulting in vector gintron1SNP.
All constructs were checked by sequencing and all used primers are listed in supplemental ta-
ble 4.
Cell sorting and apoptosis assay
Selection of transfected cells was performed by ﬂuorescence activated cell sorting (FACS)
based on the co-transfection with GFP.
Apoptotic cells were determined using the Annexin V-PE/7-AAD detection kit (BD Pharm-
ingenTM). Brieﬂy, after treatment cells were harvested, washed twice in ice-cold PBS and
resuspended in 100 µL of binding buﬀer at 1−2Ö105 cells/mL. Samples were incubated with
5 µL of Annexin V-PE and 5 µL 7-AAD in the dark for 15 min. Finally, samples were analyzed
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by ﬂow cytometry.
Reporter gene assays
For reporter studies cells were transiently transfected with 0.5 µg reporter vectors, 0.05 µg
renilla expression vector (pGL4.70; Promega, Mannheim, Germany) and 0.95 µg empty vector
to yield 1.5 µg total DNA. Cells were harvested 24 h post transfection and luciferase and
renilla activities were measured using the Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega).
Luciferase values were normalized by transfection eﬃciency as measured by renilla. All data
represent mean values of at least three independent experiments measured in triplicates.
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A.2. Methoden
Herstellung der PCSK1-Expressions-Plasmide
Die PCSK1 -Expressions-Plasmide wurden durch Mutagenese (Quik Change II XL-Site direc-
ted Mutagenesis Kit) hergestellt. Die Mutageneseprimer sind unter A.1, supplemental table
4., aufgelistet. Das Expressionsplasmid für den PC1/3-Wildtyp mit Flag-epitop (wtcDNA) [27]
beinhaltet die gesamte PC1/3 cDNA (Invitrogen) inklusive eines Flag epitop tag zwischen dem
Pro-Peptid und der katalytischen Domäne. Anschließend erfolgte die Ampliﬁkation der Ex-
pressionsplasmide durch Transformation auf Escherischia coli -Bakterien. Die Plasmid-DNA
wurde aus den Bakterien mit den Qiagen Midi/MaxiPreparation-Kits isoliert.
Transfektion
Als Modell für die Untersuchungen wurden HEK293-Zellen (human embryonic kidney cells)
benutzt, eine humane Zelllinie embryonaler Nierenzellen, welche in DMEM/F12 (Dulbecco's
Modiﬁed Eagle's Medium/Nutrient F-12) mit 10 % FCS (fetal calf serum, fetales Kälber Se-
rum) und 5 % Penicillin/Streptomycin kultiviert wurde. Die Zellen wurden mit PCSK1 und
Grün ﬂuoreszierendem Protein (green ﬂuorescence protein, GFP) transﬁziert mittels Lipo-
fectamine® 2000 Transfection Reagent und anschließend für 24 h bei 37 °C inkubiert. Die
Co-Transfektion von GFP wurde als Transfektionskontrolle genutzt. Durch Zellsorting mit-
tels Fluoreszenz-aktiviertem Zell-Sortieren (ﬂuorescence activated cell sorting, FACS) wurde
sichergestellt, dass nur transﬁzierte Zellen in den anschließenden Analysen verwendet wurden.
RNA-Analyse
Die RNA-Isolation aus den PCSK1 -transﬁzierten HEK293Zellen wurde mit dem Qiagen RNe-
asy Mini Kit entsprechend des vorgegebenen Protokolls durchgeführt. Die cDNA wurde mit
Random-Primern und M-MLV-Reverse-Transkriptase-PCR-System (Invitrogen) synthetisiert.
Die PCR wurde mit Promega PCR-Mastermix realisiert. Die PCR-Primer sind unter A.1,
supplemental table 4., aufgelistet.
Proteinanalyse
Zur Proteinanalyse erfolgte die Lyse der transﬁzierten Zellen mit RIPA-Puﬀer und Protease-
Inhibitor (Roche complete). Die Proteinkonzentration wurde bestimmt, auf 1 µg/µL ver-
dünnt und mit 5 µL SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)-
Färbepuﬀer und 8 % β-Mercaptoethanol versetzt. Es wurde ein 15 %-iges Polyacrylamid-Gel
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benutzt, anschließend erfolgte der Transfer auf eine Nitrocellulosemembran und die Detektion
mittels Chemilumineszenz. Die Immunoblot-Antikörper sind unter A.1, supplemental table 5.,
aufgelistet.
Untersuchung der Reifung und Sekretion von PC1/3
Die Zelllysate wurden mittels Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (Reverse tran-
scriptase polymerase chain reaction, RT-PCR) auf PC1/3-mRNA untersucht. Anschließend
wurden das Vorkommen und die Enzymgröße von PC1/3 durch Immunoblots in den Zelllysa-
ten und in den Überständen analysiert.
Nachweis von ER-Stress und Apoptose
Das Vorkommen von BIP- und CHOP-mRNA wurde mittels RT-PCR in den Zelllysaten
untersucht. Der eukaryotische Transkriptionsfaktor (eIF2α) und die phosphorylierte Form
(PeIF2α) wurden mithilfe von Immunoblots untersucht. Als Positivkontrolle für ER-Stress
und UPR-Induktion dienten transﬁzierte HEK293-Zellen, die 2 h vor dem Ernten zusätzlich
mit Brefeldin A inkubiert wurden. Brefeldin A induziert den retrograden Transport vom
Golgi-Apparat zum ER und führt damit zu einer Akkumulation von Proteinen im ER [64].
Eine Sekretion ﬁndet dann nicht mehr statt.
Apoptose-Induktion und Nachweis
Die Induktion von Apoptose wurde mit FACS untersucht. Hierfür wurden HEK293-Zellen 24 h
nach der PCSK1 -Transfektion mit Phycoerythrin (PE)-gekoppelten Annexin behandelt (BD
Pharmingen, Annexin V-PE/7-AAD detection kit). Annexin ist ein zelluläres Protein, welches
an Phospholipide der Zellmembran bindet und damit apoptotische Zellen identiﬁziert. Durch
die Bindung des Fluorochroms PE an Annexin wird der Nachweis von apoptotischen Zellen
in der Durchﬂusszytometrie möglich. Der im Kit enthaltene Farbstoﬀ 7-Aminoactinomycin
(AAD) interkaliert in die DNA toter Zellen und ermöglicht somit die Unterscheidung zwi-
schen toten und apoptotischen Zellen. Die Apoptose-Induktion in den Kontroll-Zellen wurde
durch Zugabe der Topoisomerasehemmer Camptothecin und Etoposid [65] 2 h vor dem Ernten
hervorgerufen.
46
A.3. Darstellung des eigenen wissenschaftlichen Beitrags
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